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Saxitoxin (,shellfish poison“, sumarni vzorec
C1oH17N;04.2 HCI, registracni ¢islo CAS 35523-89-
-8) patfi do skupiny paralytickych mofskych neuro-
toxin, Siroce znamych jako saxitoxiny a jejich deri-
vaty. Tyto latky jsou produkovany fytoplanktonem
(bi¢ikovci z rodu Dinoflagellatea - dale jen dinofla-
gelata -, nékteré baktérie a fasy), kterymi se Zivi
meékkysi. Vieobecné tyto toxiny nemaji Zadny Gci-
nek na mékky3e, ale mohou se akumulovat v jejich
tkanich aZ do urovni, které jsou toxické vaci orga-
nismam vy33iho potravniho fetézce, véetné &loveé-
ka. Pri poziti takto kontaminovaného masa riiznych
druht mékky3t (napf. AljaSska maslova muska,
Saxidomonas giganteus) vznika paralyticka forma
otravy mékkysi (,paralytic shellfish poisoning®).

Rovnéz korysi, k jejichZz potravé patfi tyto druhy
fas, mohou akumulovat saxitoxin. V neposledni fa-
dé maze byt saxitoxin produkovan i ur€itymi fasami
a baktériemi nachazejicimi se v Cerstvé vodé, coz
muize vést k jeji kontaminaci.

Paralytickd forma otravy mékkysi je globalni
problém, ktery mize vzniknout jednak v zemich na
pobfeZi mofi a oceand, ve kterych je sbér mékkysa
bézny, jednak v zemich, které je ke spotfebé& dova-
Zeji. Podle dostupnych informaci se tyto otravy vy-
skytly b&hem poslednich dvou desetileti ve vice
nez 30 zemich svéta. Pofet zaznamenanych pro-
jevi intoxikaci béhem poslednich 10 let zjevné
vzrostl. V mirnych zemépisnych S$irkach uroven
kontaminace meékkys0a vrcholi koncem jara a po-
Catkem léta, kdy nasleduje pfechod od chlad-
n&jsich k teplejSim podminkam pfiznivym pro rast
organismu produkujicich toxin. V tropech se vyskyt
paralytické otravy meékky3i shoduje s pocatkem
obdobi monzund. Diky dovozim mékkysl do

riznych c&asti svéta muize dojit ke kontaminaci
kdykoli, bez ohledu na roéni obdobi ¢&i jiné faktory a
neexistuje spolehliva pfedpovéd, kdy muze nastat.

Ekobiologie dinoflagelat

Dinoflagelata se nachazeji ve fytoplanktonu a jsou
tedy hojnym zdrojem moiské potravy. Jejich rozsi-
feni zavisi pfedevsim na roénim obdobi, intenzité
svétla a pfitomnosti anorganickych prvka v okol-
nim prostfedi. Pfi pfemnoZeni se prozradi &erve-
nym zabarvenim (pfitomnost xantofylu). Ob¢as je
mozZné pozorovat kvetouci ,Cervené prilivy”, které
zabijeji velky pocet ryb.

Forma dinoflagelat je pestra a zavisi na druzich
(sféricka, mnohosténna nebo vietenovita s hroto-
vymi usty a zadnim zvétSenim). Maji 2 biciky im-
plantované uprostied téla, pfitemz jeden z téchto
bi¢ikd je axialni a druhy pfiény.

Dvéma nejb&znéjSimi druhy dinoflagelat vyvola-
vajicimi intoxikaci lidi jsou Gonyaulax catanella,
ktera se vyskytuje zvlasté na zapadnim pobfezi
Severni Ameriky od Kalifornie po Aljasku a na
pobfezi japonského souostrovi, a Gonyaulax tama-
rensis, ktera se naléza na atlantickém pobfezi Se-
verni Ameriky a Evropy. Gonyaulax catanella patfi
do fadu Peridenales, tfida Pyrrhofyceae (Cervené
fasy). Také nékteré ostatni druhy gonyaulax, jako
G. tamarensis var. tamarensis, G. tamarensis var.
excavata, G. monilata a G. polyedra, které se vy-
skytuji a Zziji pfiblizné ve stejnych lokalitach, jsou
pokladany za producenty toxinu.

Gimnodinium breve se fadi také k dinoflagela-
tum. Produkuje toxin zplsobuijici intoxikaci, zviasté
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respiraéné inhalaci kontaminované moiské mihy a
aerosolu v pribéhu ,&ervenych pfilivi“ v Mexickém
zalivu a na Floridé.

Saxitoxin se spole¢né s neosaxitoxinem vyskytuji
také u nékterych rodd modrych fas (Cyanofyceae).
Tato fasa se nachazi i v evropskych vnitrozem-
skych vodach a v Baltském mofi spolu se stejné
toxickymi modrymi fasami Microcystis aeruginosa.

Struktura a vlastnosti saxitoxinu

Saxitoxin je 1H,10H-Pyrrolo[1,2-c]purine-10,10-
-diol, 2,6-diamino-4-[[(aminocarbonyl)oxy] methyl]-
3a,4,8,9-tetrahydro-,[3aS-(3a.alpha., 4.alpha., 10aR*)]
- (IUPAC). Izolovany toxin je bila amorfni hygro-
skopicka latka. Je velmi stabilni v kyselém prostfedi.
Tyto roztoky vydrzi po dobu nékolika let bez ztraty
toxicity. Naopak v alkalickém prostiedi, zvliasté v
pFitomnosti kysliku, je nestabilni.

LCtsy saxitoxinu respiraéni cestou ma hodnotu '

5,0 mg.min.m?, pfitem2 &inek se projevuje za 15
minut az 1 hodinu po zasazeni. LDsq pro dospélou
osobu se odhaduje na 0,05 mg parentaralni cestou
a 0,1 az 0,5 mg pfi peroralnim vstupu. LDsy pro
morce je 135 pg/kg, pro my$ 263 pg/kg, pro krysu
190 pg/kg a pro opici 364 pglkg pii peroralnim
podani, 8 pg/kg pro my$ a 10 pg/kg pro krysu pfi
intraperitonealnim podani.

Mechanismus uéinku a léceni

Mechanismus uginku saxitoxinu je vysvétlovan
selektivni schopnosti blokovat sodikovy kanal v
bufikach vzrusivych membran, specialné na neuro-
muskulami ploténce, &imzZ se zabrani vyméné sodi-
kovych iontll mezi svalovym vidknem a prostfedim
a tim depolarizaci svalu. V pokusech na zvifatech
vyrazné ovliviiuje ¢innost kardiovaskularniho apa-
ratu, a to dvojim zpisobem. Pfedevsim jde o pfimy
Gcginek na autonomni srde&ni systém, ktery se pro-
jevuje bradykardii, prodlouzenym vedenim vzrucht
az blokadou ramének. Méné vyrazné je plusobeni
toxinu na kardiovaskularni centra. Pfimy uéinek na
periferni cévy nebyl prokazan. '

K pocate&nim pfiznakim otravy saxitoxinem ob-
vykle patfi pocit znecitlivéni rtl, jazyka a konecku
prstd, ktery se mlaze projevit jiZ béhem nékolika
minut po praniku jedu do organismu. Pfiznaky se
dale rozvijeji pocitem znecitlivéni konéetin a Sije a
celkovou svalovou slabosti, poruchou koordinace a
vznikem ascendentniho typu paralyzy. Smrt je
zpravidla zavinéna selhanim respiragnich svall a
nastava za 2-12 hodin v zavislosti na velikosti
davky. Pokud intoxikovany jedinec pfezije prvnich
24 hodin, je jeho vyhlidka na uzdraveni dosti dobra.
Pozdni nasledky nejsou uvadény.

| kdyZz souéasné znalosti o mechanismu puso-
beni saxitoxinu jsou pomérné rozsahlé, neni dosud

k dispozici Zzadny specificky u&inny antitoxin ani
jiné antidotum, a proto se lé&eni omezuje pouze na
ovlivitovani jednotlivych symptomi. Nejvétsi vyz-
nam se piiklada umélému ¢&i fizenému dychani,
které se musi v zavislosti na stupni otravy provadét
i dlouhodobé. Je zajimavé a zaroveri prekvapivé,
Ze lécebneé pfipravky, které jsou U¢inné u otravy
kurare, napf. neostigmin, se u intoxikace saxito-
xinu neosvédgily, ackoli jde o jed s analogickym, tj.
kurareformnim efektem. U peroralnich otrav je in-
dikovan véasny vyplach Zaludku. Pokusy navazat
toxin z dinoflagelat na protein a ten pouzit jako
hapten k imunizaci se setkaly pouze s ¢asteénym
uspéchem.

Metody ziskavani saxitoxinu

Saxitoxin byl poprvé prokazan ve fytoplanktonu
v roce 1935 a poprvé izolovan v roce 1957 extrakci
z nalevky mékkysu ,Alaskan butteredium®, Saxido-
mus giganteus, chromatograficky ve slabé bazi-
ckém prostfedi na Amberlitu IRC 50 a oxidu hlini-
tem. Tato metoda je stale pokladana za nejlep3i
zpusob ziskani tohoto druhu toxinu. Saxitoxin je
doprovazen neosaxitoxinem, ktery je hlavné obsa-
Zzen v Gonyaulax tamarensis. Bylo zjisténo, Ze
kromé& saxitoxinu a neosaxitoxinu se u nékterych
druh( gonyaulax vyskytuji i dal8i strukturné podob-
né toxiny, oznaCované jako gonyatoxiny (I-VIII).
Tyto toxiny mohou byt separovany chromatogra-
ficky na tenké vrstvé.

Saxitoxin byl usp&sné syntetizovan i chemicky.
Toxicita syntetizovaného produktu je poloviéni nez
toxicita pfirodniho produktu. SloZitost této syntézy
je srovnatelna s extrakci z kontaminovanych mék-
kySl nebo péstovanych mikrofas. Pé&stovani dino-
flagelat je dlouhé a obtizné. Cyklus kultivace trva
5-6 tydn( v mofské vodé staré nejméné jeden
mésic a obsahujici 25 g soli na litr. Vyznamny je
pfidavek vitamin a dalSich substanci. Tato voda
je kontaminovana symbiotickou baktérii. Na konci
péstovani se odstfedovanim 5000 litrd vody obsa-
hujici kulturu po dobu 3 hodin ziskd 40 g pevné
substance, jejiz extrakci se ziska 90 mg saxito-
xinu. Extrakce saxitoxinu z jater mé&kky3a posky-
tuje 4 mg toxinu ze 100 g &erstvého produktu.

Detekce a identifikace saxitoxinu

Vzhledem ke znadnému rozSifeni paralytické
formy otravy mékkysSi provadi fada zemi pravidelny
monitorovaci program k detekci pfitomnosti saxi-
toxinu v mékkysich. Evropska unie ma pro tento
pfipad vypracovan i mezinarodni regulaéni poza-
davek (direktiva EU 91/492/EEC). Monitorovaci
programy jsou provadény nejen v zajmu ochrany
zdravi spotfebitele, ale i z divodli ekonomickych.
Jakykoli nezdar v provadéni efektivniho monitoro-
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vaciho procesu, ktery by ved! k dodavani toxickych
produktl na trh, mize vést k uzavieni oblasti, kde
jsou mékkysi sbirani.

V ramci tohoto monitorovaciho programu je v
souCasné dob& pouzivano nékolik biologickych a
fyzikalné-chemickych metod pro kvantitativni sta-
noveni pfitomnosti toxind v mékkysich:
biologické zkouseni na mysich,
vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC),
biologicka metoda vazby na receptor,
zkouska imunity,
testovaci soupravy biologického zkou3eni.

Biologické zkouseni na mysich

Dnes nejrozsifené&jsi autorizovana metoda pro
kvantitativni stanoveni paralytické formy otravy
mékkysi je biologické zkouSeni na mysich. Pri této
metodé je vodny extrakt tkané mékkysu injikovan
mysi standardniho chovu a jsou pozorovany symp-
tomy intoxikace. Kritériem toxicity je smrt zvifete v
zavislosti na ¢ase. Jedna mySi jednotka je defi-
novana jako mnozstvi toxinu, ktery zabiji pokusné
zvife za 15 minut. Toto mnozstvi maze byt vyjadie-
no ekvivalentem saxitoxin dichloridu, ktery slouzi
jako referenéni latka pro tento test. K nahrazeni
tohoto testu byl vyvinut test na moskytech, ale neni
dosud oficialné schvalen.

Ackoli je tato metoda povaZzovana za efektivni z
hlediska své schopnosti stanovit toxicitu pro &lo-
véka, neni specifickou zkouSkou pro svoji vysokou
variabilitu (okolo 20 %) a nizkou citlivost. Biologi-
cké zkouseni na mysSich je pracné a nakladné a
pravidelné musi byt kalibrovano. V neposledni fadé
roste i odpor vefejnosti k pouzivani zvifat v pro-
gramech monitorovani toxicity.

Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC)
je testovaci metoda pfesné stanovujici mnozstvi
toxini obsazenych v intoxikovanych mékkysich.
Nevyhoda tohoto testu spoiva v tom, Ze ackoli
muze identifikovat a kvantifikovat kazdy z pfitom-
nych toxini, nemulzZe urcit jejich kombinované
pusobeni na biologicky systém. HPLC test nede-
teguje toxicitu per se, ale spiSe koncentrace roz-
dilnych toxind ve vzorku. Hodnoty toxicity jsou
potom pfipisovany odpovidajicim koncentracnim
arovnim uréenym v testu HPLC, vychazejici bud z
biologického zkouseni na mysich, jestlize je k
dispozici, nebo z odhadu. Korelaéni zmény mezi
koncentraci toxinu ve vzorku a odpovidajicimi toxi-
ckymi ucinky jsou povaZovany za snadno ovliv-
nitelné vzhledem k podstatnym chybam v biologi-
ckém testovani na mysSich. HPLC vyZaduje drahé
a technicky sloZité vybaveni, a proto mGze byt pro-
vadéna pouze v laboratofi.

Saxitoxin mGze byt stanoven i fluorimetricky, diky
jeho rozkladnym produktim, po pusobeni smési
NaOH-H,0,. Tato metoda je pro saxitoxin velice
citliva. Neni pouzitelna pro neosaxitoxin a pfi sta-
noveni v surovych extraktech v disledku interferu-
jicich fluorescenci.

Biologicka metoda vazby na receptor

Tato metoda pouziva pro detekci toxin( receptor
obsahujici izolovany sodikovy kanal. Je to zakladni
laboratorni metoda, ktera vyZzaduje nakladne tech-
nicky slozité vybaveni a radioaktivni (tritiovany)
saxitoxin jako €inidlo. Receptory jsou ziskavany z
mozka krys. Test je podobny biologickému zkou3e-
ni na mysich, protoze deteguje pfimo vazbu toxinu
na receptor.

Zkouseni imunity

Test zkouSeni imunity je zalozen na uziti proti-
latek, které deteguiji ¢leny ze skupiny saxitoxind. V
souCasnosti dostupné protilatky mohou detegovat
pouze nékolik specifickych toxini z této skupiny.
Testy zkouSeni imunity nejsou proto vhodné pro
testovani stupné kontaminace mékkysl, protoze
muze byt pfitomno nékolik toxint ze skupiny saxi-
toxind a nékteré z nich by mohly zustat nedete-
govany.

Testovaci soupravy biologického zkouseni

V nedavné dobé se objevilo na trhu nékolik
souprav zaloZzenych na metodé biologického testo-
vani (reakce antigen-protilatka). Pfidanim standardu
saxitoxinu nebo roztoku vzorku (extrahovaného z
mékkysu) a enzymem oznadeného saxitoxinu sou-
tézi volny a enzymem oznaceny saxitoxin v obsa-
zeni mist vazanych protilatkou. Uzité koncentrace
se pohybuji kolem 20 pg saxitoxinu/ml (ELISA).
Pritomnost saxitoxinu se projevi zménou zbarveni,
barevna zména je méfena pfi vinové délce 450 nm
a koncentrace vypocitana iako funkce absorpce
svétla. Metoda umoznuje pifimé méfeni toxicity.
Pouzité buriky jsou buiiky neuroblastomu zakoupe-
né z banky bunék, tzn. Ze k udrzeni banky bunék
nejsou utracena zvifata. Minimalni detekéni limity
pro toxiny jsou niz8i nez v jinych testech; test je
povazovan za 20krat citlivéjsi neZz testovani se
Zivymi zviraty. Dalsi vyhody spocivaji v tom, Ze
testy jsou reprodukovatelné, soupravy jsou jedno-
duché pri pouziti v terénnich podminkach, nevyza-
duji naroény vycvik a metoda umozni rychlé celko-
vé meéfeni toxicity za relativné nizkou cenu. Ackoli
diagnostické testovaci soupravy jsou pouzivany v
nékolika laboratofich svéta, nebyla tato metoda
jesté pfijata jako schvaleny standard. Ovéfovani
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platnosti testl v sou¢asné dobé stale probiha.

V soucasnosti jedina zkouska, ktera je oficidlné
uznana na celem svété Spolenosti oficialnich ana-
Iytickych chemiki (Association of Official Analytical
Chemists’ - AOAC) pro kvantitativni stanoveni toxi-
nd v mékkysich, je biologické zkouseni na mysich
(AOAC, 1990). Vétsina zemi s pravidelnymi moni-
torovacimi programy paralytické formy otravy mék-
kySu pouziva tuto metodu biologického zkou$eni,
ostatni uzivaji (neselektivni) spektrofotometrickou
metodu nebo HPLC. V posledni dob& nicméné,
roste znepokojeni vefejnosti s pouZivanim zvifat
v programech monitorovani toxicity. Biologickému
zkou3eni na my3ich chybi také citlivost a metoda
vykazuje znacny stupen variability, takZze bylo
vynaloZzeno znac¢né usili k vyvinuti alternativnich
testd. Diagnostické testovaci soupravy pro saxito-
xin jsou v sou¢asnosti podrobeny srovnavacim tes-
tim v Evropé a Severni Americe. Jestlize tyto
ovéfovaci testy budou uspésne, otekava se rychlé
rozSifeni jejich uziti v oficialnich monitorovacich
programech. Dal3i vyhoda téchto testovacich sou-
prav je moznost jejich pouZziti v terénu. Proto mo-
hou byt pouzZity k testovani mékky$t béhem sbéru,
pfi pfipravé ke konzumaci nebo k monitorovani
potencialni kontaminace &erstvé vody.

V3echny tyto testy pouzivané pro stanoveni kon-
taminace mékky3a toxiny vyZzaduji vysoce purifiko-
vané saxitoxinové standardy pro kalibragni Gcely.
Saxitoxin je rovnéZ vyzadovan v souvislosti s roz-
vojem vyzkumnych programui pro potfebu namoini
toxikologie, neurotoxikologie, neurofarmakologie atd.
Pfedmétem vyzkumu je napf. porovnani profill
toxinu, vyvoj antidot pro saxitoxin a toxikologicky
vyzkum (zahrnujici studie interakce slouéenin s
membranovymi receptory, napf. bé&hem studia
slouéenin potlagujicich bolest nebo mechanismu
vztahuijicich se k neurologickym nemocim, jako je
Alzheimerova nebo Parkinsonova nemoc).

Saxitoxin je chemicka latka uvedena v Seznamu 1
pfilohy chemickych latek Umluvy o zakazu chemic-
kych zbrani (Umluva). Jako takovy podléha opatie-
nim Clanku VI Umluvy a Casti VI jeji Kontrolni
pfilohy. Tato opatfeni zahrnuji mezi jinym zakaz

vyvozu saxitoxinu do nelenskych statd Umluvy,
pozadavek notifikovat Organizaci pro zakaz che-
mickych zbrani se sidlem v Haagu jakykoli pfevod
mezi smluvnimi staty 30 dni pfedem a zakaz dal-
$iho pfevodu mezi smluvnimi staty. Jakékoli pfevo-
dy jsou povoleny pouze pro vyzkumné, zdravotnic-
ké, farmaceutické nebo ochranné ucely.

V této souvislosti je nutné rovnéz zdaraznit, ze
ve smyslu zakona & 19/1997 Sb., o nékterych
opatfenich souvisejicich se zakazem chemickych
zbrani, ktery aplikuje Umluvu do &eského pravniho
fadu, mize s chemickymi latkami Seznamu 1 (tedy
i se saxitoxinem) nakladat pouze pravnicka osoba,
a to pouze na zakladé licence udélené Ufadem pro
kontrolu zakazu chemickych zbrani. Tento tfad byl
zfizen v rdmci Ministerstva primyslu a obchodu
CR na zakladé usneseni vlady s plsobnosti od
1. listopadu 1995 a jeho ukolem je koordinace ves-
kerych opatfeni vyplyvajicich z Umluvy pro Ces-
kou republiku. Vzhledem k tomu, Ze saxitoxin je
potfebny a nezaménitelny pro tyto Ucely, i vzhle-
dem k tomu, Ze jeho pohyb je nutno podrobné
monitorovat, se jiz vyskytly problémy s jeho v&as-
nym dodavanim. Tyto problémy budou pfedmétem
dal3iho sdéleni.

Souhrn
V préci jsou shrnuty poznatky o plvodu, struktu-
fe a vlastnostech saxitoxinu. Je popsano jeho bio-
logické pusobeni a metody detekce. Souéasné je
upozornéno na problémy, které jsou spojeny s jeho

pfevodem, protoZe podléha kontrole v ramci Umlu-
vy o zakazu chemickych zbrani. 5
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